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Verwendung von Gangliosiden und anderen Substanzen zur Modulation von 
Sphingolipid-Cholesterin-Mikrodomanen 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Gangliosiden und anderen 
Substanzen zur Herste.lung eines Mittels zur Modulation von Sphingolipid- 
Cholesterin-Mikrodomanen . 

Bei Sphingolipid-Cholesterin-Mikrodomanen, die auch Sphingolipid- 
Cholesterin-FloGe genannt werden, hande.t es sich um laterale Anordnungen 
von spezifischen Lipiden, insbesondere Sphingolipiden einschl.efcl.ch 
Gangliosiden und Cholesterin sowie Proteinen in Zellmembranen (K. Simons 
et al., Nature, Vol. 387 (1997), 569 - 572; T. Friedrichson et al., Nature, 
Vol. 394 (1998). 802 - 805). Es sind kleine und hochdynamische 
Strukturen, die durch Anziehungskrafte zwischen Sphingolipiden und 
Cholesterin gebildet werden. Mit den Sphingolipid-Cholesterin-Strukturen 
sind verschiedene Proteine assoziiert, einsch.iefclich GPI-APs (G.ykosyl- 
Phosphatidyl-Ankerproteine), Kinasen der Familie Src, Influenza Virus 
Hemagglutinin (HA) und Caveolin-1. Die meisten der mit den Sphingolipid- 
Cholesterin-FloGen assoziierten Proteine enthalten post-translationale 
Lipidmodif ikationen, wobei GPI-verankerte Proteine in der Zellmembran uber 
eine Lipideinheit verankert sind, wohingegen Kinasen der Familie Src, NO- 
Synthasen (NOS), HA und Caveolin acyliert sind. Die mit den FloBen 
assoziierten Proteine sind ublicherweise in kalten, nicht-ionischen 
Detergenzien, wie etwa Triton X-100, nur schlecht loslich, was 
moglicherweise auf ihren lipophilen Charakter zuruckzufuhren ist. In Triton 
unlosliche Komplexe wurden bezuglich ihrer Funktion als Flofce definiert, die 
spezifisch an bestimmten Lipiden, insbesondere Sphingolipiden 
einschliefclich Gangliosiden, und Cholesterin, angereichert sind, wahrend 
andere Lipide, wie etwa Glycerophospholipide, in den Triton-Extrakten 
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se.ektiv feh,e n (Brown et a.., Trends Ce.. Bio.. 2 (1 992,, 338 - 343; Fied.er 
et al., Biochemistry 32 (1993). 6365 - 6373). 

Die Existenz von Sphingo.ipid-Cho.esterin-Mikrodomanen bzw. Flofcen in 
. .ebenden Ze.len, insbesondere die Existenz von Mikrodomanen von GPI- 
^ verankerten Proteinen in .ebenden Ze.len. die durch die Verabre.chung von 
Cholesterin beeinf.uGt werden kbnnen, wurde kOrz.ich durch e.nen 
chemischen Quervernetzungsansatz (Friedrichson et a.., supra) un e,n 
F,uoreszenz-Ener g ietransfer-Verfahren (Varma et a,.. Nature 394 (1998 , 
10 798 - 802) gezeigt. Weiterhin wurde postu.iert, dass die Flofce .Is 
P.attformen, an die Proteine binden konnen. eine wichtige Roll, be, 
Membrantransport- und Signalubertragungseigenschaften sp.elen. 

Eine Aufgabe der Erfindung war es deshalb, ein Mitt. I zur Modulation von 
Sphingolipid-Cho.esterin-Mikrodomanen bereitzuste.len (und zwar 
insbesondere deren Auf bau oder/und Eigenschaften) , urn auf die durch d.ese 
Mikrodomanen beeinflussten Vorgange gezielt einwirken zu konnen. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgema* ge.ost durch die Verwendung von 
Gang.iosiden und anderen Substanzen zur Herste.lung eines Mitteis zur 
Modulation von Sphingolipid-Cholesterin-Mikrodomanen. 

lm Rahmen der vorliegenden Erfindung konnte f estgestel.t werden, dass mit 
Sphingolipid-Cholesterin-Mikrodomanen assoziierte Proteine, insbesondere 
25 GPI-verankerte Proteine, in den Mikrodomanen in Form von quervernetzten 
Clustern auf der Oberf.ache von .ebenden Ze.len vor.iegen. Durch d.e 
Zugabe von Gang.iosiden und anderen Substanzen. wie Cholesterinsu.fat. 
wird die Quervernetzung von mit den FloBen assoziierten, insbesondere GPI- 
verankerten Proteinen gehemmt und daruber hinaus deren L6shchke.t ,n 
so Detergenzien erhoht. 
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Die Verabreichung von Gang.iosiden und anderen Substanzen fuhrt somit 
2U einer Veranderung des struktureHen Aufbaus der Mikrodomanen, sodass 
diese zur Modulation von Sphingo.ipid-Cho.esterin-Mikrodomanen und den 
dort stattfindenden Vorgangen eingesetzt werden konnen. 

Es wird angenommen, dass durch die Verabreichung von Gang.iosiden und 
anderen Substanzen Proteine, insbesondere GPI-verankerte Proteine, aus 
den Sphingo.ipid-Cho.esterin-Mikrodomanen verdrangt werden, indem d,e 
Anziehungskrafte zwischen der Ankergruppe und den umgebenden L.p.den 
g est6rt werden . Dies hat zur Fo.ge, dass die in den Sphingo.ipid-Cholestenn- 
Mikrodomanen vor.iegenden Proteine bei Zugabe von Gang.iosiden und 
anderen Substanzen aus ihrer Lipidumgebung herausge.ost werden und 
nicht mehr mit den Flofcen assoziiert vorliegen. 

• A.s Fo.ge davon verandert die Zugabe von exogenen Gang.iosiden z.B. die 
Loslichkeit von GH-DAF (Wachstumshormon <GH; growth-hormone) 
verknupft mit dem GP.-Anker des DAF (Decay accenting factor)), e.ner 
G.ykosy.-Phos P hatidy.inosito.-verankerten Wachstumshormon-Form, m 
Detergenzien. Es ist bekannt, dass GP.-verankerte Proteine in n.cht- 

o ionischen Detergenzien im wesentlichen un.6s.ich sind (Brown et a.., Cel. 68 
(1 992) 533 - 544), wahrend eine Verringerung des Cho.esteringeha.ts m 
den Zellen die Detergenz-So.ubi.itat von GP.-APs erhoht (Cerneus et 
Biol Chem. 268 (1993), 3150 - 3155; Hanada et al., J. Bio.. Chem. 270 
(1995) 6254 - 6260). Dies bedeutet, dass die Wechselwirkungskrafte 

>5 zwischen den Lipidbestandtei.en und den Proteinen der Mikrodomanen 
grower a.s die Losekrafte durch nicht-ionische Detergenzien sind. Werden 
jedoch die Mikrodomanen durch Herausnahme des Bestandtei.s Cho.estenn 
verandert Oder zerstort. dann werden die Wechse.wirkungskrafte zwischen 
den Lipiden und den Proteinen verringert und die Proteine konnen durch 

ao nicht-ionische Detergenzien aus den F.oGen herausge.ost werden. 
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Die erfindungsgemafi verwendeten Ganglioside werden bevorzugt 
ausgewahlt aus Rinderhirngangliosiden, GM V GD1a, GD1b, GD3, GM2, 
GM3, GQ1a, GQ1b oder/und Globosiden. Besonders bevorzugt werden 
exogene Ganglioside und deren Derivate, wie z.B. ungesattigtes Sphingosin 
oder Cerarnid mit kurzen oder ungesattigten Fettsauren, verwendet, die 
bereits Bestandteil der zu behandelnden Sphingolipid-Cholesterin- 
Mikrodomanen sind. Aber auch Cholesterinsulfat und andere Cholesterin- 
Derivate konnen eingesetzt werden. 

Die Begriffe Gangliosid bzw. Gangliosid-Derivate, wie hierin verwendet, 
umfassen insbesondere Glykolipide, die als Bausteine von Zell-Membranen 
im Nervengewebe auftreten. Die Ganglioside bzw. Gangliosid-Derivate 
enthalten bevorzugt mehrere Monosaccharideinheiten pro Molekul. 
Geeignete Monosaccharideinheiten, die in den Gangliosiden bzw. 
Gangliosid-Derivaten enthalten sein konnen, sind beispielsweise D- 
Galactose, N-Acetyl-D-Galactosamin, D-Glucose und N-Acetyl- 
Neuraminsaure. Besonders bevorzugt sind Ganglioside, die Derivate von 
Sphingosin (2-Amino-4-octadecen- 1 ,3-diol, Sphing-4-enin) sind, wobei 
insbesondere uber den Sauerstoff am C-1 Zuckerreste angebunden sind und 
uber den Stickstoff am C-2 eine kurze (insbesondere C r C 18 -) Fettsaure 
gebunden ist, welche gesattigt oder ungesattigt sein kann. Weiterhin 
bevorzugt sind Ganglioside, die ein Derivat eines Ceramids sind. Ceramide 
sind lipophile Amide der allgemeinen Formel 



wobei R 1 ein langkettiger Fettsaurerest, insbesondere ein Cg^o-, mehr 
bevorzugt ein C 8 -C 24 -Fettsaurerest ist, R 2 ein langkettiger Alkylrest, 
insbesondere ein C 6 -C 30 -, mehr bevorzugt ein C 8 -C 24 -Alky!rest ist und R 3 H 
ist. In den Cerarnid enthaltenden Gangliosiden wird R 3 bevorzugt durch 
Zuckerreste ersetzt (Glycoside). 



HN-CO-R 1 
R 3 0-CH 2 — CH-CH-CH=CH-R 2 



OH 
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Somit umfassen Gangliosid-Derivate bevorzugt Ceramid und dessen Derivate 
und verwandte Verbindungen einschlieftlich Sphingosine und Ganglioside 
und deren Derivate, wobei auch eine der folgenden funktionalen Gruppen 
an das Grundgerust, insbesondere das Ceramidgrundgerust substituiert oder 
addiert sein kann; ein Halogenidatom, gebunden an einen Alkyl-, Alkenyl-, 
Alkinyl- oder Arylrest, eine Alkoholgruppe (primar, sekundar oder tertiar), 
eine Ethergruppe, eine Carbonylfunktion (z.B. Aldehyd oder Keton), eine 
Carbonsauregruppe, eine Carbonsaureanhydridgruppe, eine 
Carbamoylgruppe, eine Haloformylgruppe, eine Cyanogruppe, eine 
Estergruppe, einschlieftlich einer Lactongruppe, ein Benzyl, Phenyl, Tolyl, 
Tosyl, eine Sulfonylgruppe, eine Aminogruppe (primar, sekundar oder 
tertiar), ein Isocyanat, ein Cyanat, ein Thioisocyanat, ein Thiocyanat, ein 
Carbamat, ein Azid, eine Diazogruppe oder eine Quinongruppe. Weitere 
Gruppen, die an die Cholesterineinheit gebunden sein konnen, umfassen ein 
Oiigopeptid umfassend zwei bis 20, bevorzugt 8 bis 1 2, insbesondere 8, 1 0 
oder 12 Aminosaurereste, ein Oligonukleotid, einzelne Aminosauren, 
Monosaccharide, Disaccharide oder Polysaccharide. 

Unter den Begriff Cholesterinderivate fallen alle Substanzen, die durch 
Substitution oder Addition von Gruppen aus Cholesterin gebildet worden 
sind. Insbesondere werden als Cholesterin-Derivate Verbindungen 
verstanden, die aus Cholesterin in nur einem Reaktionsschritt gebildet 
werden und zu Cholesterin in einem engen chemischen Verwandschaftsgrad 
stehen. Cholesterinderivate umfassen Cholesterinsulfat, 
Cholesterinthiosulfat und alle Cholesterinderivate, bei denen organische 
Gruppen an die Cholesterineinheit substituiert oder addiert sind. Geeignete 
substituierte oder addierte Gruppen umfassen: ein Halogenidatom, 
gebunden an einen Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl- oder Arylrest, eine 
Alkoholgruppe (primar, sekundar oder tertiar), eine Ethergruppe, eine 
Carbonylfunktion (z.B. Aldehyd oder Keton), eine Carbonsauregruppe, eine 
Carbonsaureanhydridgruppe, eine Carbamoylgruppe, eine Haloformylgruppe, 
eine Cyanogruppe, eine Estergruppe, einschlieSlich einer Lactongruppe, ein 
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Benzyl, Phenyl, Tolyl, Tosyl, eine Sulfonylgruppe, eine Aminogruppe 
(primar, sekundar odertertiar), ein Isocyanat, ein Cyanat, ein Thioisocyanat, 
ein Thiocyanat, ein Carbamat, ein Azid, eine Diazogruppe oder eine 
Quinongruppe. Weitere Gruppen, die an die Cholesterineinheit gebunden 
sein konnen, umfassen ein Oligopeptid umfassend zwei bis 20, bevorzugt 
8 bis 12, insbesondere 8, 1 0 oder 1 2 Aminosaurereste, ein Oligonukleotid, 
einzelne Aminosauren, Monosaccharide, Disaccharide oder Polysaccharide. 

Bevorzugte Cholesterinderivatesind beispielsweise Cholesterinsulfat, sowie 
Cholesterinmolekule, die an der OH-Funktion derivatisiert sind. 

Weiterhin stellt die vorliegende Erfindung ein Verfahren bereit, mit dem die 
Zielrichtung und Verarbeitung der genannten Wirkstoffe, also der 
Ganglioside, Gangliosidderivate und Cholesterinderivate verfolgt und 
beobachtet werden kann, indem man eine nachweisbare Gruppe, 
beispielsweise eine fluoreszierende Gruppe an eine der zuvor aufgefuhrten 
Verbindungen, beispielsweise durch Substitution oder Addition anbringt. 

Unter den Begriff "Modulation" fallt erfindungsgemaS jede strukturelle und 
chemische Veranderung der Mikrodomanen, insbesondere eine Veranderung 
im strukturellen Aufbau oder/und in der Zusammensetzung der einzelnen 
Bestandteile der Mikrodomanen. Die Modulation der Sphingolipid- 
Cholesterin-Mikrodomanen ihrerseits bewirkt bevorzugt eine Veranderung 
der Membrantransport-, S i g n al u b e rt r a g u n g s- und/oder 
Zelladhasionseigenschaften und/oder eine Veranderung von enzymatischen 
Prozessen. Diese Wirkungen werden durch die Verwendung von 
Gangliosiden und anderen Substanzen zur Modulation, also insbesondere zur 
Veranderung der Struktur von Sphingolipid-Cholesterin-Mikrodomanen 
hervorgerufen. So konnen durch eine Veranderung der Sphingolipid- 
Cholesterin-FloGe durch exogen zugegebene Ganglioside und andere 
Substanzen Signaliibertragungseigenschaften beeinflusst werden. Daruber 
hinaus wurde festgestellt, dass die Zugabe von Gangliosiden zu Zellen den 
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Autophosphorylierungsgrad vieler Kinasen verandert. Die Sphingolipid- 
Cholesterin-Mikrodomanen stellen somit Plattformen fur verschiedene 
Prozesse, insbesondere fur Signalubertragungsvorgange dar, die 
erfindungsgemafc durch Modulation der Mikrodomanen mit Gangliosiden 
beeinflusst werden konnen. Die Modulation der Sphingolipid-Cholesterin- 
Mikrodomanen kann auch die Phagozytose von Bakterien und Parasiten in 
Saugerzellen verhindern. Die Modulation der Sphingolipid-Cholestesrin- 
Mikrodomanen kann auch die Aufnahme von Viren in Saugerzellen sowie 
deren Transport und Freisetzung verhindern. 

GPI-verankerte Proteine assoziieren z.B. mit Tyrosinkinasen der Src-Familie 
(Brown, Trends Cell Biol. 2 (1992), 338 - 342). Zusatzlich sind in den 
Caveolae, Plasmamembraneinbuchtungen, die beim Sequestern und 
Organisieren von Flofc-Lipiddomanen involviert sind, Zellsignalproteine 
konzentriert. Viele Signalubertragungsmolekule sind mit Sphingolipid- 
Chotesterin-Flofien oder Caveolae assoziiert, wie etwa PDGF (platelet 
derived growth factor), EGF (epidermal growth factor), Proteinkinase C und 
der Insulinrezeptor. Die durch diese Molekule vermittelten 
Signalubertragungswege konnen durch die exogene Zugabe von 
Gangliosiden und anderen Substanzen gehemmt werden. Es wurde nun 
festgestellt, dass durch Ganglioside diese Signalubertragungswege moduliert 
werden, indem z.B. eine ein Clusterabbau von Protein enthaltenden 
Mikrodomanen, insbesondere von GPI-AP enthaltenden Mikrodomanen 
bewirkt wird. 

Von der Anordnung von Lipid- und Proteinkomponenten in den FloGen 
hangen noch weitere Signalubertragungsvorgange ab. Eine Modulation, 
insbesondere ein Abbau von Fidfcen durch exogene Verabreichung von 
Gangliosiden kann z.B. bewirkt werden, urn eine Mikrodomanen-abhangige 
Signalubertragung zu antagonisieren. Zu diesen Signalubertragungs- 
vorgangen gehoren u.a. ein Antikorper induziertes Patching von GPI- 
verankerter PLAP (placental alkaline phosphatase), was zu einer 
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Akkumulation der Src-ahnlichen Tyrosinkinase fyn fuhrt (Harder et al., J. 
Cell. Biol. 141 (1998), 929 - 942). Weiterhin wurden physiologische 
Reaktionen, die durch Mikrodomanen-Cluster induziert werden, fur 
Lymphozyten beschrieben (Brown, Curr. Opin. Immunol. 5 (1993), 349 - 
354). So fuhrt ein Antikorper-induziertes Quervernetzen von GPI- 
verankerten Proteinen zur Aktivierung von T-Lymphozyten (Thomas et al., 
J. Biol. Chem. 267 (1992), 12317 - 12322) und das Quervernetzen des 
IgE-Rezeptors FceRI verursacht eine allergische Reaktion einschlieftlich einer 
Sekretion von Histamin in Mastzellen (Holowka et al., Ann. Rev. Biophys. 
Biomol. Struct. 25 (1996), 73 - 80; Field et al., J. Biol. Chem. 272 (1997), 
4276 - 4280). Weiterhin konnen Ganglioside zur Behandlung von 
Krankheiten eingesetzt werden, die mit einer Zellbewegung in 
Zusammenhang stehen, wie etwa die Bekampfung von Tumoren bzw. 
Metastasen. Tumorzellen nutzen den oben genannten Mechanismus, urn der 
Immunantwort zu entkommen. Durch Fldfce vermittelte Prozesse konnen 
somit durch Ganglioside beeinflusst werden, wie etwa die T-Zellen- 
Aktivierung in Gegenwart von Tumorzellen. Durch den erfindungsgemaGen 
Einsatz von Gangliosiden und anderen Substanzen ist es mogiich, 
Funktionen, die von Sphingolipid-Cholesterin-Mikrodomanen beeinflusst 
werden, zu modulieren und damit gezielt zu beeinflussen. 

Weiterhin wurde festgestellt, dass bei der Zugabe von Gangliosiden zu 
Zellen ein Anstieg der Autophosphorilierung von verschiedenen 
Proteinkinasen beobachtet werden kann. 

Daruber hinaus konnen die Ganglioside und anderen Substanzen als Mittel 
zur Aufklarung der Pathogenese von Erkrankungen verwendet werden, die 
mit Aktivitaten an Sphingolipid-Cholesterin-Mikrodomanen assoziiert sind. 
So wurde kurzlich gezeigt, dass eine Verringerung des Cholesterins von 
Hippocampus-Neuronen die Sekretion des fc-Amyloidpeptidshemmt, woraus 
sich ergibt, dass die Sphingolipid-Cholesterin-Mikrodomanen eine wichtige 
Rolle bei der proteolytischen Verarbeitung des Amyloidvorlauferproteins 
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(APP) bei der Alzheimer'schen Erkrankung spielen (Simons et aL, Proc. Nati. 
Acad. Sci. USA 95 (1998), 6460 - 6464). Die Transformation des GPI- 
verankerten Prionproteins zur Scrapie-Proteinisoform wurde ebenfalls mit 
Sphingoiipid-Cholesterin-Mikrodomanen in Verbindung gebracht (Taraboulos 
et al. f J. Cell Biol. 129 (1995), 121 - 132). Bevorzugt werden deshalb die 
Ganglioside derart verwendet, dass die Modulation der Sphingolipid- 
Cholesterin-Mikrodomanen eine Veranderung der Proteolyse des Amyloid- 
Vorlauferproteins der Alzheimer-Erkrankung oder eine Modifikation eines 
Prionproteins bewirkt. 

Die erfindungsgemafte Modulation von Sphingolipid-Cholesterin- 
Mikrodomanen kann sowohl fur therapeutische, preventive als auch 
diagnostische Zwecke von Interesse sein. Die Ganglioside werden dabei 
bevorzugt in einer Dosis von 3, bevorzugt von mindestens 5 bis zu 30 und 
bevorzugt bis zu 20 mg pro kg pro Tag verabreicht. 

In einem in vitro System (Zellkultur) betragt die Dosis, die experimenteli 
verwendet wird, urn eine Reaktion hervorzurufen 1 mg/ml fur etwa 10 bis 
12 Stunden. Unter Berucksichtigung der Pufferwirkung von Blut, Plasma 
und Zellen in Tieren oder Menschen ergibt sich daraus ein Dosisbereich von 
3 bis 30 mg/kg pro Tag. 

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele und die beigefugten 
Figuren weiter erlautert. 



zeigt, dass Ganglioside das Quervernetzen von GPI-verankerten Proteinen, 
insbesondere von GH-DAF in lebenden Zellen hemmen. MDCK GH-DAF- 
Zellen (MDCK: dog, Cocker Spaniel, kidney) wurden mit 0, 1 0, 50 und 1 00 
yM GM, (A) oder mit 10, 50 und 100 //M bbG (B) fur 1 Stunde bei 37°C 
inkubiert. CHO FR-GPI-Zellen wurden mit 100 //M bbG oder mit 100 //M 
GM, fur 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden anschlieSend mit 



Fiqur 1 



# 




WO 01/22957 



PCT/EPOO/09588 



-11- 



BS 3 quervernetzt. Die Proteine wurden mit 5 - 15 % SDS-PAGE getrennt 
und nach Western Blotten mit einem Anti-GH-Antikorper, gefolgt von ECL 
(Elektrochemolumineszenz) nachgewiesen. Die Autoradiographen wurden 



optische Dichte (ROD) fur 0//M GM t (A, obere Kurve), 0//M bbG (B, obere 
Kurve), 100 jjM GM 1 <A, untere Kurve) und 100 j/M bbG {B, untere Kurve) 
dargestellt. 



zeigt, dass Ganglioside das Quervernetzen von FR-GPi in CHO-Zellen 
hemmen. CHO FR-GPl-Zellen wurden mit 100 j/M bbG oder mit 100 //M 
GMt fur 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden anschliefcend mit 
BS 3 quervernetzt. Die Proteine wurden mit 5 - 1 5 % SDS-PAGE getrennt 
und nach Western Blotten mit einem Anti-Folatrezeptor-Antikorper, gefolgt 
von ECL (Elektrochemolumineszenz) nachgewiesen. 



zeigt die Inkorporation von GM, in die Plasmamembran von MDCK GH-DAF- 
Zellen. In (A) wurden MDCK GH-DAF-Zellen mit 1 //Ci/ml Tritium 
enthaltendem GM 1 bei einer Gangliosid-Endkonzentration von 100/yM fur 
1 Stunde bei 37 °C inkubiert und anschliefcend mit BSA 
(Rinderserumalbumin) fur 0, 10, 20, 30 oder 45 Minuten {schraffierte 
Balken) gewaschen. Die additive Wirkung einer Behandlung mit 0,1 % 
Trypsin fur 5 Minuten bei 37°C nach dem Waschen mit BSA ist als 
ausgefullte Balken gezeigt. In (B) wurde das Quervernetzen nach Inkubieren 
von GM r beladenen Zeilen mit BSA fur 0, 10, 20, 30 oder 45 Minuten 
durchgefuhrt. SDS-PAGE, Western-Blotting und Nachweis wurden wie in 
Figur 1 beschrieben durchgefuhrt. 



gescannt und die Intensitat des immunoreaktiven Signals ist als relative 



Figur 2 



Figur 3 



Figur 4 

zeigt den Anstieg der Detergenz-Solubilitat von GH-DAF durch Ganglioside. 
In (A) wurden MDCK GH-DAF-Zellen mit 100/yM bbG fur 1 Stunde bei 
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37 °C Oder mit 100 //M NBD-C 6 -HPC fur 1 Stunde bei 8°C; mit 1 00 /vM GM, 
fur 1 Stunde bei 37°C oder mit 100/yM bbG fur 1 Stunde beladen, gefolgt 
von einer 6stundigen Inkubation mit DMEM enthaltendem Serum (A) oder 
einer Behandlung mit 10 mM Methyl-S-cyclodextrin fur 1 Stunde bei 37°C 
oder einer Inkubation mit Anti-GH fur 1 Stunde bei 1 2°C, gefolgt von einer 
Inkubation mit einem sekundaren Antikorper (B). Die Zellen wurden mit 
Triton X-1 14 fur 30 Minuten bei 4°C extrahiert, zentrifugiert und das GH- 
DAF in der loslichen (S) und unloslichen (I) Fraktion wurde wie unten 
beschrieben nachgewiesen. 



zeigt, dass die Wirkung von Octylglukosid auf Sphingolipid-Cholesterin- 
Mikrodomanen von der Wirkung von Gangliosiden verschieden ist. MDCK 
GH-DAF-Zellen wurden fur 1 Stunde mit 5 und 10 mM Octylglukosid 
inkubiert und mit BS 3 quervernetzt. Eine leichte Abnahme der 
Quervernetzung wurde nur bei der Verwendung von 10 mM Octylglukosid 
beobachtet. Bei alien untersuchten Konzentrationen blieben die Membranen 
intakt. 



zeigt, dass die Hemmung der Quervernetzung von GH-DAF eine spezifische 
Eigenschaft von Gangliosiden ist. In (A) wurden MDCK GH-DAF-Zellen mit 
0, 10, 50 oder 100 //M NBD-C 6 -HPC fur 30 Minuten bei 8°C inkubiert, 
bevor sie mit BS 3 quervernetzt wurden, SDS-PAGE, Western-Blotting und 
Nachweis wurden wie in Figur 1 beschrieben durchgefuhrt. In (B) wurden 
MDCK GH-DAF-Zellen mit 0 oder 100 jjM bbG fur 1 Stunde inkubiert, 
gefolgt von einer 6stundigen Inkubation mit einem Medium enthaltenden 
Serum (DMEM/FCS). Die Zellen wurden quervernetzt, gefolgt von SDS- 
PAGE, Western-Blotting und Nachweis, wie in Figur 1 ausgefuhrt. 



Figur 5 



Figur 6 



Figur 7 
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zeigt, dass eine Gangliosidbehandlung das Immunofluoreszenzmuster von 
GH-DAF nicht verandert. MDCK GH-DAF-Zellen wurden ohne (A, D), mit 
10O/yM bbG (B) bzw. mit 10 mM CD (C) fur 1 Stunde bei 37°C inkubiert. 
Die Zellen wurden fixiert und mit einem Anti-GH-Antikorper gefolgt von 
einem Cy3-konjugierten Anti-Schaf-IgG (A, B und C) markiert Oder vor der 
Fixierung Antikdrper-induziert quervernetzt. 



Fiaur 8 

zeigt, dass die Beladung von MDCK GH-DAF-Zellen mit Gangliosiden den 
Autophosphorvlierungsstatus verandert. MDCK GH-DAF-Zellen wurden mit 
bbG Oder GM 1 fur 1 Stunde bei 37°C beladen oder mit 0,5 mM BS 3 fur 45 
Minuten bei 4°C quervernetzt. Nach einer Lyse wurden Aliquots der Proben 
auf einem 5 - 1 5 % Gel getrennt und es wurde der In-Gel-Assay fur die 
Proteinkinaseaktivitatdurchgefuhrt. Banden, beidenendie Intensitatbeider 
Gangliosidbehandlung anstieg, sind mit einem Pfeil markiert. Banden, die nur 
nach einer Gangliosidbeladung sichtbar wurden, sind mit einem Pfeilkopf 
markiert. 

Fiaur 9 

zeigt die Hemmung des Copatching von Influenza HA und GH-DAF durch 
Ganglioside. MDCK GH-DAF-Zellen wurden mit dem Influenza HA-Virus 
infiziert und dann mit DMEM (A-F) oder 100//M GM, in DMEM (G-L) fur 1 
Stunde bei 37 °C inkubiert. Nach einer anschliefcenden Behandlung mit 
einem Gemisch von monoklonalen Anti-HA-Maus- und polyklonalen Anti-GH- 
Schaf-Antikorpern bei 4 °C wurde das Patching unter Verwendung von 
markierten sekundaren Cy-3-Anti-Schaf (rot)- und FITC-Anti-Maus (grun)- 
Antikorpern nachgewiesen. Die Panelen in der linken Spalte zeigen die 
Verteilung von GH, in der mittleren Spalte die Verteilung von HA und in der 
rechten Spalte die Kombination beider Signale. Die Panelen D-F zeigen 
jeweils ein Detail der Panelen A-C, wohingegen die Panelen J-L ein Detail 
der Panelen G-l zeigen. Die Striche in F und L entsprechen 2 fjM, die in C 
und I 8 /jM. 
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Beispiele 
Beispiet 1 

Inhibition der Quervernetzung von GPI-verankerten Proteinen durch exogene 
Verabreichung von Gangliosiden 

Zur Analyse der Organisation von GPI-verankerten Proteinen auf der 
Oberflache wurde eine MDCK-Zelllinie verwendet, die permanent GH, 
fusioniert an den GPI-Anker des Zerfallbeschleunigungsfaktors (GH-DAF; 
decay accelerating factor) exprimiert (Friedrichson et aL, Nature 394 
(i 998), 802 - 805). Die MDCK GH-DAF-Zellen wurden bei 37°C in 5 % C0 2 
in DMEM, erganzt mit 1 0 % FCS und Antibiotika gelagert. Die Experimente 
wurden auf konfluenten oder subkonfluenten Zellen durchgefuhrt, die in 
Kunststoffschalten gezuchtet wurden. Wenn MDCK GH-DAF-Zellen 
chemisch mit Bis(sulfosuccinimidyl)suberat (BS 3 ) quervernetzt wurden, 
wurde eine deutliche Bande bei 46 kDa (Dimer) und eine verschmierte 
Bande, die von 60 kDa bis zu 300 kDa reichte, durch Western-BIotten 
nachgewiesen (Figur 1A). 

Urn den Einfluss von Gangliosiden auf Sphingolipid-Cholesterin-Flofce zu 
untersuchen, wurden MDCK GH-DAF-Zellen mit verschiedenen 
Konzentrationen von GM, fur 1 Stunde in einem serumfreien Medium bei 
37°C beladen und mit BS 3 quervernetzt. Wie man in Figur 1 A sehen kann, 
verringerte eine Behandiung von MDCK GH-DAF-Zellen mit GM, die Menge 
an quervernetztem GH-DAF signifikant. Die Quantifizierung der 
immunoreaktiven Banden ergab, dass 73 % ± 6 % von GH-DAF Oligomere 
in unbehandelten Zellen bildete, wahrend 65 % ± 7 %, 57 % ± 7 % und 
49 % ± 7 % von GH-DAF in quervernetzten Spezies in Zellen gefunden, die 
mit 1 0, 50 bzw. 1 00 //M GM 1 behandelt wurden. Eine Inkubation der Zellen 
mit Rinderhirngangliosiden (bbG) inhibierte ebenf alls effizient die Bildung von 
GH-DAF-Oligomeren (Figur 1B). Bei der Verwendung von 100 jjM bbG 
betrug die Quervernetzungseffizienz 51 % ± 5 %, verglichen mit 73 % ± 
6 % in unbehandelten Zellen. 
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Urn festzustellen, ob die Fahigkeit von Gangliosiden GPI-AP enthaltende 
FloBe aufzulosen, unabhangig vom Zelltyp ist, wurden CHO-Zellen, die 
permanent den GPI-verankerten Folatrezeptor (FR-GPI) exprimieren, in der 
gleichen Weise behandelt. Die CHO FR-GPI-Zel!en wurden in einem Folat- 
freien Hams F-1 2-Medium gezuchtet, das 5 % FCS, Hygromycin (100 
A/g/ml), Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 //g/ml) enthielt. Das 
Quervernetzen von CHO FR-GPI-Zellen mit BS 3 fuhrt zum Auftreten von 
quervernetzten Produkten von FR-GPI, wobei eine Quervernetzungseffizienz 
von 28 % ± 3 % beobachtet wurde. Wenn CHO FR-GPI-Zellen mit 100//M 
GM 1 Oder 100//M bbG vor dem Quervernetzen beladen wurden, wurde die 
Quervernetzungseffizienz auf 2,7 % ± 2,5 % bzw. 3,3 % ± 2 % verringert 
(siehe Figur 2). 

Urn die Menge an GM, zu quantifizieren, die in die Plasmamembran 
inkorporiert wird, wurden MDCK GH-DAF-Zellen mit 1 //Ci/ml Tritium 
enthaltnedem GM, bei einer Gangliosidendkonzentration von 100/yM fur 1 
Stunde inkubiert. Hierzu wurde GM, extrahiert, gemaB bekannten Verf ahren 
gereinigt (Tettamanti et al.. Biochim. Biophys. Acta 296 ( 1 973), 1 60 - 1 70) 
und am C-3 der Langkettenbasengruppe radiomarkiert (Sonnino et al., J. 
Lipid Res. 25 (1984), 620 - 629). Die Homogenitat der radioaktiven 
Verbindung 3 H-GM, betrug uber 99 % und ihre spezifische Radioaktivitat 
betrug 1.31 Ci/mmol. Die Zellen wurden fur 1 Stunde in DMEM, das 1 
//Ci/ml des Tritium enthaltenden GM, bei einer Gangliosidendkonzentration 
von 100//M enthielt, inkubiert, mit PBS/BSA gewaschen und anschlieSend 
fur 0 bis 45 Minuten mit PBS/BSA bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden 
dann fur 5 Minuten bei 37 °C mit 1 ml PBS, das 0,1 % Trypsin enthielt, 
behandelt. Die Zelllysate wurden hinsichtlich des radioaktiven 
Gangliosidgehalts mit einem Flussigkeitsszintillationszahler (Beckmann 
Instruments, CA) analysiert. Das Protein wurde unter Verwendung eines 
Protein Assay Reagents (BCA; Pierce, UK) bestimmt. 
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Nur etwa 0,7 % des exogen zugegebenen Gangliosids assoziierte mit den 
Zellen. Etwa 35 % des gesamten assoziierten GM 1 konnte durch Inkubation 
der Zellen mit einer BSA-L6sung entfernt werden (Figur 3A). Durch eine 
nachfolgende Behandiung der Zellen mit Trypsin konnten zwei Pools von 
assoziiertem GIV^ nachgewiesen werden. Etwa 30 % des verbleibenden 
GMt wurde durch eine Trypsinbehandlung freigesetzt (Trypsin-labiler Pool) 
und etwa 70 % war bestandig (Trypsin-stabiler Pool) (Figur 3A). Es wird 
angenommen, dass der Trypsin-stabile Pool von GM, den Molekulen 
entspricht, die in die Plasmamembran eingefugt sind, wohingegen der 
Trypsin-labile Pool aus Gangliosiden besteht, die mit Proteinen 
wechselwirken, die aus der Plasmamembran herausstehen (vgl. Masserini 
et aL, Biochemistry 29 (1990), 697 - 701; Saqr et at., J. Neurochem. 61 
(1993), 495 - 411). Der Trypsin-stabile Pool von GIV^ enthielt diejenige 
Fraktion angereichert, die gegenuber einer Extraktion mit Triton X-100 bei 
4 °C bestandig war. Nach einer Inkubation von Zellen mit 100//M Tritium 
enthaltendem GIV^ wurden 3,74 nMol GM, (pro mg Protein) in der 
Detergenz-unloslichen Fraktion gefunden, wahrend 1,26 nMol GIV^ aus der 
loslichen Fraktion gewonnen wurden, was zeigt, dass sich exogenes GM, 
in den Flofcen ansammelt. 

Um auszuschlieRen, dass die Inhibition der Quervernetzung von GH-DAF 
aufgrund der Wirkung von lose mit der Oberflache assoziierten Gangliosiden 
stattfindet, wurde das Quervernetzen an GM^beiadenen Zellen vor und 
nach der Inkubation mit BSA durchgefuhrt. Die Quervernetzungseffizienz 
blieb unter diesen zwei Bedingungen die gleiche (siehe Figur 3B, die 
Variation der Effizienz war kleiner als 5 % bei alien Bedingungen). Somit 
sind Ganglioside, die mit der Membran test assoziiert sind, fur die Inhibition 
der Quervernetzung verantwortlich. Es wurde festgestellt, dass 70 % des 
fest assoziierten GMt in die Doppelschicht inkorporiert wurden gemaft dem 
von anderen Autoren verwendeten Kriterium (Kanda et aL, J. Biochem. 
(Tokyo) 91 (1982), 1707 - 1718; Schwarzmann et al., Biochemistry 22 
(1983), 5041 - 5048). Der Anteil des Trypsin-labilen Pools am 
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Quervernetzen ist somit, falls er Gberhaupt auftritt, sehr gering, 
insbesondere da die Ldslichkeit von GH-DAF in TX-1 1 4 durch Ganglioside 
betrachtlich erhoht wurde. Dieses Verhalten kann mit an hervorstehenden 
Proteine bindenden Gangliosidmicellen nicht erklart werden. 

Beisoiel 1A 

Zerbrechen von Cholesterin-reichen Mikrodomanen in MDCK-Zellen mit 
Cholesterinsulfat 

Cholesterinsulfat-metyhl-S-cyclodextrin (MSCD)-Einschlusskomplexe warden 
im Wesentlichen wie von Klein et al. (1995), Biochemistry 34, S. 13784 
beschrieben, hergestellt. 5 ml einer wassrigen MGCD-Losung (10 mg/ml) 
wurden konstant bei 60°C auf einem Wasserbad geruhrt und es wurden 
0,15 ml einer Cholesterinsulfat (CS)-Losung (10 mg/ml in Isopropanol) in 
kleinen Portionen zugegeben. Die Losung wurde fur 10 Minuten bei 40°C 
ultraschallbehandeit, fur 10 Minuten bei 100.000 g zentrifugiert und 
lyophilisiert. Der getrocknete Einschlusskomplex wurde schliefclich in 300 
fj\ Wasser gelost, urn eine 1 0 mM Vorratslosung bezuglich Cholesterinsulfat 
zu ergeben. MDCK GH-DAF-Zellen (1 0 6 ) wurden in eine 35 mm Kulturschale 
geimpft und die Zellen iiber Nacht zu hoher Dichte gezuchtet. Nach 
zweimaligem Spulen mit PBS wurden die Zellen mit Cholesterinsulfat-MBCD- 
Einschlusskomplexen in DMEM fur 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Die Zellen 
wurden dreimal mit eiskaltem PBS (phosphatgepufferte Salzl6sung)/BSA 
(Rinderserumalbumin) (PBS enthaltend 2 mg/ml BSA) gewaschen, urn 
Einschlusskomplexe zu entfernen und die Zellen wurden auf Eis fur 5 
Minuten gekuhlt, bevor sie einem Quervernetzen unterzogen wurden. 
Routinemafcig wird beim Standardquervernetzungsprotokoll der 
membranimpermeable Quervernetzer bis-(Sulfosuccinimidyl)suberat (BS 3 ) 
verdiinnt auf 0,5 bis 1 mM in PBS verwendet. Zellen wurden mit einer BS 3 - 
Losung fur 45 Minuten bei 4°C inkubiert. Nicht umgesetztes 
Quervernetzungsmittel wurde mit 1 mM Glycin, gelost in PBS fur 1 5 min bei 
4°C gequencht. AnschlieBend wurden die Zellen mit einem Triton X-114 
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enthaltenden Puffer lysiert und es wurde eine Detergenz-reiche Phase 
hergestellt, urn GPI-Ankerproteine anzureichern. Die Proteine wurden aus 
der Detergenz-reichen Phase prazipitiert, auf einem SDS-PAGE- 
Gradientengel aufgetrennt, auf Nitrocellulose geplottet und GH-DAF wurde 
mit Anti-GH-Antikdrpern, HRP-konjugierten Sekundarantikorpern und ECL 
sichtbar gemacht. 

Ahnlich wie bei der GM1 -Behandlung war die Quervernetzung von GH-DAF 
signifikant vermindert. 

Beispiel 2 

Veranderung der Detergenz-Solubilitat von GH-DAF durch Ganglioside 

Ein oftmals verwendetes Kriterium zur Untersuchung der Assoziation eines 
Proteins an Mikrodomanen ist seine Extraktionsbestandigkeit gegenuber 
nicht-ionischen Detergenzien, wie etwa Triton X-1 00 bei 4°C (Brown et aL, 
Cell 68 (1 992), 533 - 544). Es wurde deshalb die Detergenz-Solubilitat von 
GH-DAF nach einer Gangliosidbeladung der Zellen untersucht. Es wurde 
gefunden, dassdie Loslichkeit von GH-DAF in TX-1 14 signifikant von 51 ± 
4 % auf 83 % ± 10 % bzw. 76 % ± 8 % in mit GM, bzw. bbG beladenen 
Zellen erhoht wurde (Figur 4A). 

Durch diese Ergebnisse wurde gezeigt, dass Ganglioside, die in die 
Plasmamembran eingefugt werden, GPI-APs aus Lipidmikrodomanen 
verdrangen. Eine Beeinf lussung, insbesondere Hemmung der 
Quervernetzung durch sterische Hinderung durch Ganglioside, die an aus 
der Oberflache der Plasmamembran hervorstehende Proteine gebunden sind, 
tritt somit nicht oder nur zu einem sehr geringen Teil auf. Es ist bekannt, 
dass eine Verringerung des Cholesterins in Zellmembranen die Loslichkeit 
von GPI-APs in nicht-ionischen Detergenzien erhoht (Cerneus et al. r J. Biol. 
Chem. 268 (1 993), 31 50 - 31 55; Hanada et al., J. Biol. Chem. 270 (1995), 
6254 - 6260; Scheiffele et al., EMBO J. 16 (1997), 5501 - 5508). Die 
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Loslichkeit von GH-DAF wurde bei einer TX-1 1 4 Extraktion auf 80 % ± 7 
% nach einer Extraktion des Membrancholesterins mit CD verschoben (Figur 
4B). Im Gegensatz dazu verringert eine Stabilisierung der Mikrodomanen 
durch ein Antikorper-induziertes Quervernetzen die Solubilitat von GH-DAF 
auf 34 % ± 7 % (Figur 4B). 

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Modulation oder Veranderung des 
Lipidgehaits der zellularen Membran durch Verwendung von exogenen 
Gangliosiden sowohl das Clusterverhalten von GPI-APs als auch die 
Solubilisierung in TX-1 14 bei 4°C moduliert. 

Beispiel 3 

Wirkung von Gangliosiden auf Mikrodomanen 

Wie oben gezeigt wurde, werden GPI-APs durch Beladen von MDCK-GH- 
DAF-Zellen mit Gangliosiden aus den Flofcen verdrangt. Urn die Moglichkeit 
auszuschliefcen, dass diese Wirkung teilweise aufgrund von detergenzartigen 
Eigenschaften von Gangliosiden auftreten, wurde n-Octyl-£-D- 
glukopyranosid (OG) eingesetzt. Dieses Detergenz ahnelt chemisch den 
Gangliosiden (es enthait beispielsweise eine Kohlenhydrat-Kopfgruppe) und 
es ist bekannt, dass es GPI-APs vollstandig solubilisiert, wenn es oberhalb 
der kritischen Mizellenkonzentration (20 - 25 mM) verwendet wird. MDCK 
G H-DAF-Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen von OG inkubiert 
und mit BS 3 quervernetzt. Unter Verwendung der gleichen Konzentrationen 
von OG wie von den Gangliosiden (10 - 100//M) wurde kein Einfluss auf 
das Quervernetzen von GH-DAF beobachtet. Selbst wenn Zellen mit einer 
100fach hoheren Konzentration an OG (10 mM) inkubiert wurden, wurde 
nur eine geringfugige Inhibition der Quervernetzung beobachtet (Figur 5; die 
Inhibition betrug 3,5 % ± 0,7 %). Bemerkenswerterweise blieben selbst 
unter dieser Bedingung die Membranen intakt, da Caveolin-1, ein 
Proteinmembran, das sowohl N- als auch C-Termini zum Cytoplasma hin 
angeordnet aufweist, nicht quervernetzt wurde. Nur wenn OG oberhalb 
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seiner kritischen Mizellkonzentration (20 mM) verwendet wurde, wurde 
Caveolin-1 als quervernetztes Produkt mit hohem Molekulargew.cht 
gefunden. Die Behandlung der MDCK GH-DAF-Zellen mit 100 jjM GM n 
fuhrte nicht zum Quervernetzen von Caveolin-1 . Diese Daten zeigen, dass 
die Inhibition der Quervernetzung von GH-DAF durch Gangiioside nicht 
aufgrund einer Solubilisierung der Membran durch detergenzart.ge 
Eigenschaften der Gangiioside auftritt. 

Beisoiel 4 

Inhibition der Quervernetzung von GH-DAF mit Gangliosiden 

in diesem Beispiel wird gezeigt, dass die Inhibition des Clusterns von GPI- 
verankerten Proteinen eine spezifische Eigenschaft von Gangliosiden ist. Em 
Lipid, das kein Bestandteil der Sphingolipid-Cholesterin-Mikrodomanen ist, 
, sollte keinen Einfluss auf das Quervernetzen und die Loslichkeit von GH- 
DAF zeigen. Gunstigerweise sollten fur einen solchen Kontrollversuch 
Phosphatidvlcholinmolekule verwendet werden, wie etwa solche die in 
Zellmembranen vorkommen. Diese Lipide konnen jedoch nicht durch 
exogene Zugabe in die Membran eingebracht werden. Fur diesen Zweck 
o wurden deshalb MDCK GH-DAF-Zellen mit einem partiell wasserloslichen 
fluoreszenzmarkierten Analogon von Phosphatidylcholin (NBD-C 6 -HPC) 
inkubiert. Es ist bekannt, dass NBD-C 6 -Lipide bei geringer Temperatur 
schnell zur Plasmamembran gelangen und ihre Akkumulation in der 
Plasmamembran kann durch Immunofluoreszenzmikroskopie leicht 
„ beobachtet werden (Kean et al., J. Cell. Biol. 1 23 (1 993), 1 403 - 1 41 9). Es 
wurde nun die Detergenzunloslichkeit von NBD-C 6 -HPC untersucht. Zellen 
wurden mit NBD-C 6 -HPC beladen und es wurde eine Detergenzextraktion bei 
4°C mit Triton X-1 1 4 durchgefuhrt. Mehr als 99 % des NBD-C 6 -HPC wurde 
aus der Detergenz-loslichen Fraktion gewonnen, was anzeigt, dass das Lipid 
30 nicht mit den Mikrodomanen assoziiert vorliegt. Es wurde keine 
Veranderung im Quervernetzungsmuster nach Inkubation mit verschiedenen 
Konzentrationen an NBD-C 6 -HPC beobachtet. Die Quervernetzungseffizienz 
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betrug 73 % ± 5 % in mit 100//M NBD-C 6 -HPC behandelten Zellen im 
Vergleich zu 73 % ± 6 % in Kontrollzelien (Figur 6A). Auch die 
Loslichkeitkeit von GH-DAF (54 % ± 2 % loslich) wurde durch NBD-C 6 -HPC 
nicht verandert (Figur 4A). 

Um festzustellen, ob die Hemmung der Quervernetzung von GH-DAF durch 
Ganglioside reversibel ist, wurden MDCK GH-DAF-Zellen mit 100 //M bbG 
beladen und anschliefcend fur 6 Stunden in einem Serum enthaltenden 
Medium vor dem Quervernetzen inkubiert. Wie in Figur 6B gezeigt, waren 
6 Stunden Inkubation mit einem Serum enthaltenden Medium ausreichend, 
um nahezu vollstandig das Quervernetzungsmuster von GH-DAF wieder 
herzustellen. Die Quervernetzungseffizienz war 6 % ± 1 % geringer als bei 
Kontrollzelien. 

Die Detergenzunloslichkeit von GH-DAF in TX-1 14 wurde durch Inkubation 
von bbG-beladenen Zellen mit einem Serum enthaltenden Medium fur 6 
Stunden ebenfalls wieder hergestellt (61 % ± 4 % loslich) (Figur 4A). 

Dieses Beispiel zeigt, dass die Inhibition der Quervernetzung von GH-DAF 
20 mit Gangliosiden spezifisch und reversibel ist. 
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Beispiel 5 

Die Verteilung von GH-DAF wird durch Ganglioside nicht verandert 

Bei Sphingolipid-Cholesterin-Mikrodomanen oder Flofcen handelt es sich um 
kleine und hochdynamische Strukturen, die durch herkommliche 
mikroskopische Techniken nicht aufgelost werden konnen. Es wurde 
untersucht, ob ein Beladen der Zellen mit Gangliosiden zu einer globalen 
Umordnung der Plasmamembran und somit der GPI-APs fiihrt. Die 
Verteilung von GH-DAF auf MDCK-Zellen mit oder ohne Beladung mit bbG 
wurde durch Immunofluoreszenzmarkierung analysiert. Um eine 
Umverteilung von GH-DAF nach der Fixierung zu verhindern, wurde eine 
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Formaldehydfixierung kombiniert mit einer anschliefcenden Methanolfixierung 
verwendet (Harder et al. f J. Cell Biol. 141 (1998), 929 - 942). Die 
Inkubation der Zellen mit 100pM bbQ fur 1 Stunde vor der Fixierung und 
die Antikorpermarkierung hatten keinen Einfluss auf die diffuse Verteilung 

5 von GH-DAF auf der Zelloberflache (Figur 7A und B). Die intrazelluiare 
Farbung stammt von der Anordnung des Proteins im Golgi und/oder der 
endosomalen Anordnung. Eine Verringerung des Membrancholesterins mit 
10 mM CD fuhrte ebenfalls nicht zu nachweisbaren Veranderungen in der 
Verteilung von GH-DAF (Figur 7C). Im Vergleich hierzu fuhrte die Zugabe 

10 von Antikorpern gegen GH-DAF vor der Fixierung zu einer fleckenartigen 
Verteilung des Immunofluoreszenzsignals (Figur 7D). Diese Ergebnisse 
zeigen, dass die Inhibition der Quervernetzung durch Ganglioside nicht 
aufgrund einer Umlagerung der Membran auftritt. 

15 Beispiel 6 

Beladen der Zellen mit Gangliosiden verandert den 
Autophosphorylierungszustand von Proteinkinasen 

Dieses Beispiel zeigt, dass eine Korrelation zwischen der Verabreichung von 
20 Gangliosiden zu MDCK GH-DAF-Zellen und Zellsignalubertragungsvorgangen 
besteht. Als Anzeige einer Signaliibertragung wurde der 
Autophosphorylierungszustand von Zellproteinkinasen nach einer 
Gangliosidbeladung von Zellen unter Verwendung eines In-Gel-Assays 
gemessen. Die Bedingungen fur die Gangliosidbeladung waren die gleichen 
25 wie fur die Untersuchungen zur Quervernetzung. Wie man aus Figur 8 
sehen kann, stieg nach Zugabe von Gangliosiden die Intensitat von 
verschiedenen Banden signifikant an (Pfeil), wahrend andere Banden nur 
nach einer Gangliosidbehandlung sichtbar wurden (Pfeilkopfe). Hier ist zu 
beachten, dass ein chemischen Quervernetzen mit BS 3 alleine nicht zu 
30 signifikanten Veranderungen des Autophosphorylierungszustands fuhrt. 
Diese Versuche zeigen, dass Ganglioside neben einer Modulation der 
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Assoziation von GPI-verankerten Proteinen an Mikrodomanen 
Signalubertragungsvorgange in MDCK-Zellen induzieren konnen. 

Beispiel 7 

Inhibition des Copatching von Influenza HA und GH-DAF durch Ganglioside 

Bei Sphingolipid-Cholesterin-Mikrodomanen handelt es sich urn kleine und 
hochdynamische Strukturen, die durch herkommliche mikroskopische 
Techniken nicht aufgelost werden konnen. Es wurde untersucht, ob ein 
Beladen der Zellen mit Gangliosiden zu einer Umverteilung von GPI-APs 
fuhrt. Die Verteilung von GH-DAF auf MDCK-Zellen mit oder ohne Beladung 
mit bbG wurde durch Immunofluoreszenzmarkierung analysiert. Um eine 
Umverteilung von GH-DAF nach der Fixierung zu verhindern, wurde eine 
Formaldehydfixierung kombiniert mit einer anschliefcenden Methanolfixierung 
verwendet (Harder eta!., J. Cell. Biol. 141 (1998) 929-942). Die Inkubation 
der Zellen mit 100 jt/M bbG fur 1 Stunde vor der Fixierung und die 
Antikorpermarkierung hatten keinen Einfluss auf die difuse Verteilung von 
GH-DAF auf der Zelloberflache (Figur 8, Panelen A und B). Die intrazellulare 
Farbung stammt von der Anordnung des Proteins im Goigi und/oder der 
endosomalen Anordnung. Eine Verringerung des Membrancholesterins mit 
10 mM CD fuhrte ebenfatls nicht zu nachweisbaren Veranderungen in der 
Verteilung von GH-DAF (Figur 7 C). Im Vergleich dazu fuhrte die Zugabe 
von Antikorpern gegen GH-DAF vor der Fixierung zu einer Patch-artigen 
Verteilung des Immunofluoreszenzsignals (Figur 7 D). 

Das gleichzeitige Inkubieren von lebenden Zellen mit Antikorpern gegen mit 
den Mikrodomanen assoziierten Proteinen fuhrt zur Umverteilung der 
unabhangig quervernetzten Komponenten in uberlappende Patches. Ein 
Copatching wird aber nur fiir Flofcmarker-Paare beobachtet, nicht fur Paare 
bestehend aus einem Flofc-Marker und einem nicht-Flofc-Marker, woraus 
man schlieSen kann, daG Anziehungskrafte in der gemeinsamen 
Lipidumgebung von FloB-Proteinen vorhanden sind. 
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Es wurde nun untersucht, ob die exogene Verabreichung von Gangiiosiden 
die physikalische Verbindung von GH-DAF an Lipidmikrodomanen stort. AIs 
einen mit den Mikrodomanen assoziierten Proteinmarker wurde dastrimere 
Transmembranprotein Influenza Hemagglutinin (HA) in MDCK GH-DAF- 
Zellen exprimiert. 

Die Zellen wurden gleichzeitig mit einem monoklonalen Anti-HA mAb und 
einem polyklonaien Anti-GH Ab bei 4 °C inkubiert, gefolgt von einer 
Inkubation mit den jeweiligen sekundaren Antikorpern. Eine 
Mikroskopanalyse zeigte ein Copatching von HA und GH-DAF in der 
Hauptzahl der Zellen (60 % Copatching, 35 % teilweise Uberlappung und 
5 % zuf allige Verteilung) (Figur 9 A-F) . Wenn die Zellen fur 1 Stunde mit 1 00 
/jM GM, vor dem Antikorper-induzierten Quervernetzen inkubiert wurden, 
wurde in den meisten Zellen nur ein partielles Coclustem von HA und GH- 
DAF beobachtet (31 % Coclustern, 50 % teilweise Uberlappung und 1 9 % 
zufallige Verteilung) (Figur 9 G-L). Diese Ergebnisse zeigen, dass die 
Anziehungskrafte zwischen Patches von HA und GH-DAF durch 
Verabreichung von Gangiiosiden gestort werden, was zeigt, dass GPI-APs 
aus den Lipidmikrodomanen verdrangt werden. 



Beispiel 8 

Experimented Vorgehensweisen 

In den vorstehenden Beispielen wurden die folgenden Vorgehensweisen 
verwendet: 

Insertion von Lipiden, Verringerung des Cholesteringehalts und 
Octylglukosidbehandlung von Zellen: 

Vorratslosungen von Rinderhirngangliosiden (bbG) oder GM 1 (1-10 mM) 
wurden in PBS hergestellt. Die Zellen wurden mit 1 0 - 1 00 fjM Gangiiosiden 
in DMEM fur 1 Stunde bei 37 °C beladen (Masserini et al., Biochemistry 29 
(1990), 697 - 701; Saqr et al., J. Neurochem. 61 (1993), 395 - 41 1). Urn 
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uberschussiges Lipid zu entfernen, wurden Zellen grundlich mit PBS 
gewaschen, das 2 mg/ml entfettetes BSA (PBS/BSA) enthielt. Eine 
ethanolische 0,5 %ige Vorratslosung von 2-(6-(7-Nitrobenz-2-oxa-1 ,3- 
diazol-4-vl)amino)hexanoyl-1-hexadecanovl-sn-glycero-3-phosphocholin 

(NBD-C 6 -HPC) wurde unter heftigem Vortexen in PBS injiziert, urn eine 1 
mM Losung zu ergeben. Die Insertion von NBD-C 6 -HPC in Membranen 
wurde mit 10 - 100 /yM NBD-C 6 -HPC fur 1 Stunde bei 8°C durchgefuhrt. 
Um MDCK GH-DAF-Zellen von Cholesterin zu befreien, wurden sie fur 1 
Stunde bei 37 °C mit 10 mM Methyl-G-cyclodextrin (CD) inkubiert. Fur die 
Octylglukosidbehandlung wurden MDCK GH-DAF-Zellen fur 1 Stunde bei 
37°C mit verschiedenen Konzentrationen an in DMEM gelostem 
Octylglukosid inkubiert. 

Detergenzextraktion: 

Die Zellen wurden mit kaltem PBS gewaschen und mit 1 ml TX-114- 
Lysepuffer bei 4°C fur 30 Minuten extrahiert. Die Zellen wurden abgeschabt 
und Proben fur 30 Minuten bei 15.000 g bei 4°C zentrifugiert. Der 
Uberstand (losliche Fraktion) wurde entfernt, das Pellet (unlosliche Fraktion) 
wurde in 1 ml Lysepuffer resuspendiert. Losliche und unlosliche Fraktionen 
> wurden mit 10 % TCA fur 1 Stunde auf Eis prazipitiert und fur 1 5 Minuten 
mit 1 5.000 g bei 4°C zentrifugiert. Die Pellets wurden mit Aceton (-20°C) 
gewaschen und mit SDS-PAGE und Western Blotting weiter verarbeitet. 

Quervernetzen, Elektrophorese und Western Blotting: 

s Das Quervernetzungsprotokoll wurde, wie kiirzlich beschrieben, verwendet 
(Friedrichson et at., Nature 394 (1998), 802 - 805). Kurz, Zellen wurden 
zweimal mit kaltem PBS gewaschen. Das Quervernetzen wurde mit 0,5 mM 
BS 3 fur 45 Minuten bei 4°C durchgefuhrt. Nicht umgesetzter Quervernetzter 
wurde mit 50 mM Glycin fur 15 Minuten bei 4°C gequenscht. Die Zellen 

,o wurden 20 Minuten bei 4°C und 10 Minuten bei 37°C in einem TX-1 14- 
Lysepuffer (150 mM NaCI, 10 mM Tris-HCI, pH 8,0, 1 mM EDTA, 1 % 
Triton-X-1 14 und Proteaseinhibitoren) lysiert. Die Lysate wurden kurz auf 
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Eis gekuhlt und durch eine 1 5minutige Zentrifugation bei 1 5.000 g geklart. 
Die Uberstande wurden einer temperaturinduzierten Phasenseparation fur 5 
Minuten bei 37°C unterzogen. Wassrige und Detergenz-angereicherte 
Phasen wurden durch Zentrifugation fur 3 Minuten mit 13.000 U/min bei 
Raumtemperatur (RT) getrennt. Die wassrigen Phasen wurden verworfen 
und 0,9 ml TX-1 1 4 Waschpuffer (150 mM NaCI, 10 mM Tris-HCI, pH 8,0, 
1 mM EDTA, 0,06 % Triton-X-114 und Proteaseinhibitoren) wurden den 
Detergenzphasen zugegeben. Nach einer 1 Sminutigen Zentrifugation mit 
15.000 g bei 4°C wurden die Proben einer weiteren Phasenseparation 
unterzogen, Schliefclich wurden die Detergenzphasen mit kaltem Aceton 
(-20°C) prazipitiert und bei 95°C fur 5 Minuten in einem Lammli- 
Probepuffer gekocht. Die Proteine wurden mit einer 5 - 15 % SDS-PAGE 
getrennt und auf Nitrozellulose uberfuhrt. Polyklonale Antikorper gegen GH 
und den Folatrezeptor gefolgt von den entsprechenden sekundaren 
Antikorpern und ECL wurden verwendet, um GH-DAF und FR-GPI 
nachzuweisen. Immunreaktive Banden wurden durch densitometrisches 
Scannen von Filmen oder einen Lumineszenz-Image-Analysator LAS-1000 
(Fujifilm, Deutschland) quantifiziert. Die Daten fur jede Bedingung wurden 
gemittelt und die Veranderung als Standardabweichung ausgedruckt. Die 
Experimente wurden 3 bis 6 mal durchgefiihrt. Fur einige Gelen wurden die 
entsprechenden Rontgenstrahlfilme unter Verwendung einer Fotoshop- 
Software gescannt und die optische Dichte der immunoreaktiven Banden 
wurde bestimmt und unter Verwendung von MacBas (Version 2.0) 
ausgedruckt. 

Immunofluoreszenz: 

Auf Deckglasern gezuchtete Zellen wurden 3 mal mit PBS gewaschen und 
fur 6 Minuten mit 3,7 % Paraformaldehyd in PBS bei 8°C und fur 10 
Minuten mit Methanol bei -20°C fixiert. Anschlie(3,end wurden die Zellen fur 
30 Minuten bei Raumtemperatur mit einem Anti-GH-Antikorper in PBS 
inkubiert, gefolgt von einer Inkubation mit Cy3-konjugiertem Anti-Schaf-igG 
fur 30 Minuten bei Raumtemperatur. Nach jeder der obigen Inkubationen 
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wurden drei Waschschritte mit PBS durchgefuhrt. Die Deckglaser wurden 
in Moviol eingebettet und es wurden Abbildungen mit einer 
hochauflosenden Digitalkamera C 4742-95 (Hamamatsu Photonics K.K., 
Japan) aufgenommen und die digitale Dekonvolution wurde unter 
Verwendung der digitalen konfokalen Routine Openlab (Version 1.7.7) 
(Improvision, UK) durchgefuhrt. 

Fur die Antikdrper-induzierten Quervernetzungsexperimente wurden der 
Anti-GH-Antikorper und das Cy3-konjugierte Anti-Schaf-IgG in DMEM 
verdQnnt. Die Zellen wurden fur 20 Minuten bei 37°C mit dem Anti-GH- 
Antikorper inkubiert, mit DMEM gewaschen und fur 20 Minuten bei 37°C 
mit Cy3-konjugiertem Anti-Schaf-IgG inkubiert. Die Zellen wurden fixiert und 
wie oben beschrieben in Moviol eingebettet. 

In-Gel-Proteinkinase-Assay: 

In Schalen mit 6 Vertiefungen gezuchtete Zellen wurden mit Gangliosiden 
beladen oder mit BS 3 , wie oben beschrieben, quervernetzt, auf Eis gekuhlt, 
3 mal mit eiskaltem PBS gewaschen und in 400 /✓! Lysepuffer (20 mM Tris- 
Acetat, pH 7,0, 0,1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM Natriumorthovanadat, 
10 mM ft-Glycerophosphat, 50 mM Natriumfluorid, 5 mM 
Natriumpyrophosphat, 1 % TX-100, 1 mM Benzamidin, 2//g/ml Leupeptin, 
0,1 % fc-MercaptoethanoI, 0,27 M Sucrose und 0,2 mM PMSF) fur 30 
Minuten bei 4°C lysiert und mit einem Gummiwischer abgekratzt. Die 
Lysate wurden fur 15 Minuten bei 15.000 g geklart und Aliquots wurden 
mit 5 x Probepuffer fur 5 Minuten bei 95 °C gekocht. Die Proben wurden 
auf 5 - 1 5 % Gelen, die mit 5 mg/ml BSA polymerisiert waren, aufgetrepnt. 
Der In-Gel-Proteinkinase-Assay wurde gemaft dem von van Dam 
beschriebenen Verfahren durchgefuhrt (van Dam et al., EMBO J. 14(1 995), 
1798 - 1811), auBer dass 65 jjC\ k- 32 P-ATP in 3 ml Puffer K pro Gel 
verwendet wurden. 
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Virale Infektion und Antikorper-induziertes Patching: 

Fur eine Infektion mit dem HA-lnfiuenza-Virus wurde das Virus in einem 
,nfektionsmedium (MEM, 50 mM Hopes, P H 7,3, Penicillin (100 
U/ml)/Streptomvcin (100 jug/ml), 0,2 % BSA) verdunnt und es wurde fur 1 
Stunde eine Virusadsorption durchgefuhrt. Die Infektion wurde weitere 2,5 
Stunden fortgesetzt. 100 „M GM„ verdunnt in DMEM, wurden zu e.n.gen 
Zellen wahrend der letzten Stunde zugegeben. Fur ein Anti korper-induz.ertes 
Patching von HA und GH-DAF wurden die Zellen mit einem polyklonalen 
Anti-GH-Antikorper und einem monoklonalen Anti-HA-PR8 (H17L10), 
verdunnt 1:3000 bzw. 1:50 in DMEM inkubiert. Die Inkubation wurde fur 
1 Stunde bei 4 °C durchgefuhrt. Nach einem kurzen Waschen mit PBS/0,2 
% BSA wurden die Zellen mit den entsprechenden FITC und Cy-3- 
gekoppelten sekundaren Antikorpern fur 1 Stunde bei 4 °C inkubiert. Die 
Zellen wurden fixiert, eingebettet und Abbildungen wie oben beschrieben 
genommen. Fur die Quantifizierung wurden 60 zufallig ausgewahlte Zellen 
aus zwei verschiedenen Experimenten als digitale Abbildungen gespeichert. 
Die Zellen wurden in drei verschiedene Kategorien gemali dem AusmalS der 
Uberlappung zwischen den Patches eingeteilt: (1) Coclustern (mehr als 70 
% Oberlappung); [2) i Iweises Coclustern; (3) zufallige Verteilung. 

Die Erfindung betrifft somit insbesondere die Verwendung von Gangliosiden 
und anderen Substanzen zur Modulation von Sphingolipid-Cholesterin- 
Microdomanen. Sie kann z.B. zur Entwicklung von Wirkstoffen eingesetzt 
werden, die den Membrantransport, die Signaliibertragung, die Zelladhasion 
oder/und enzymatische Vorgange in Saugerzellen beeinflussen. Die 
Modulation kann auch den Eintritt von Bakterien, Pathogenen und Viren in 
die Zellen verhindern. 
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Patentanspruche 

1. Verwendung von Gangliosiden, Gangliosidderivaten oder/und 
Cholesterinderivaten zur Herstellung eines Mittels zur Modulation von 
Sphingolipid-Cholesterin-Mikrodomanen. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das Mittel die Lokalisierung von Komponenten und deren 
FunktionaufdenSphingolipid-Cholesterin-Mikrodomanenbeeinflusst. 

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das Mittel die Lokalisierung von Proteinen auf den Sphingolipid- 
Cholesterin-Mikrodomanen beeinfiusst. 
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4. Verwendung nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das Mittel die Lokalisierung von Ankerproteinen, acylierten 
Proteinen, Src-Kinasen oder/und Cholesterin-verankerten Proteinen 
und anderen Raftproteinen beeinfiusst. 

5. Verwendung nach Anspruch 3 oder 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das Mittel auf Glykosyl-Phosphatidylinositol-Ankerproteine, 
Kinasen der Familie Src, Influenza Virus Hamagglutin und andere 
Virusproteine oder/und Caveolin-1, 2 oder 3 in der Sphingolipid- 
Cholesterin-Mikrodomane wirkt. 
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Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das Mittel einen Clusterabbau der Proteine bewirkt. 
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7. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dassdasGangtiosidaugewahltwird aus Rinderhirngangliosiden, QM V 
GDI a, GD1b, GD3, GM2, GM3, GQ1a, GQ1b oder/und Globosiden 
und deren Derivaten, insbesondere ungesattigten Sphingosinen oder 
Ceramiden mit ungesattigten oder kurzen Fettsauren. 

8. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass Cholesterinderivate, insbesondere Cholesterinsuifat, eingesetzt 
werden. 

9. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Modulation der Sphingolipid-Cholesterin-Mikrodomanen eine 
Veranderung der Membrantransport-, Signalubertragungs- und/oder 
Zelladhasionseigenschaften oder/und von enzymatischen Prozessen 
bewirkt. 

10. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Modulation der Sphingolipid-Cholesterin-Mikrodomanen eine 
Veranderung der Proteolyse des Amyloidvorlauferproteins der 
Alzheimer Erkrankung oder eine Modifikation eines Prionproteins 
25 bewirkt. 

1 1 . Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Modulation der Phingolipid-Cholestesrin-Mikrodomanen die 
30 Phagozytose von Bakterien und Parasiten in Saugerzellen verhindert. 
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12. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
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dadurch gekennzeichnet, 

dass die Modulation der Phingolipid-Cholesterin-Mikrodomanen die 
Aufnahme von Viren in Saugerzellen oder/und deren Transport und 
Freisetzung verhindert. 



10 



13. 



Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das Mittel als Therapeutikum eingesetzt wird. 

14 Verwendung von Gangliosiden, Galgiosidderivaten oder/und 
Cholesterinderivaten zur Modulation von Shingolipid-Cholesterm- 
Mikrodomanen. 

1 5 Verfahren zur Modulation von Shingolipid-Cholesterin-Mikrodomanen, 
wobei einem Patienten Ganglioside, Gangliosidderivate oder/und 
Cholesterinderivate in einer Dosis von 3 mg bis 30 mg pro kg pro Tag 
verabreicht werden. 



